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Resumen

Helicobacter pylori 'y su potencial patogénico ha sido la causa de
multiples enfermedades del estébmago y duodeno. Su relacién
con la enfermedad ulceropéptica ha sido la mas estudiada,
pero también ha sido relacionada con otras enfermedades.
Sin embargo, muchas de estas asociaciones ain permanecen
sin una demostracion segura, y el debate para su confirmacién
aln contintia. La prevalencia de la infeccién por Helicobacter
pylori en el mundo es elevada, existiendo un gran nimero de
reportes. Nuestro pais no esta exento de esto con un alto
porcentaje de infeccién por esa bacteria. Camagiiey exhibe
un incremento alarmante de pacientes afectados por esta
causa, motivo por el cual se realizé un estudio observacional,
descriptivo, transversal. De 107 pacientes que acudieron
a los Servicios de Endoscopias de los Hospitales Universi-
tarios «Manuel Ascunce Domenech» y «Amalia Simoni» 17
cumplieron los criterios para el estudio. El grupo etario mas
representado fue el de 46 a 60 afos, con un leve predominio
del sexo masculino. El diagnéstico endoscépico predominante
fue gastritis crénica y esofagitis de reflujo, les siguieron Ulcera
duodenal y duodenitis. La prueba de cultivo no fue efectiva en
la mayoria de los casos. Aunque la técnica endoscépica con
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Abstract

Helicobacter pylori and its pathological potential has been the
cause of multiple diseases of the stomach and duodenum.
Its relationship with peptic ulcer disease has been the most
studied one, but it has also been related with other illnesses.
However, many of these associations even remain without a
sure demonstration, and the debate for their confirmation even
continues. The incidence of the Helicobacter pylori infection
in the world is high existing a great number of reports; our
country is not exempt of this, with a high percent of infection
for this bacteria. Camagiiey exhibits an alarming increment of
patients affected by this cause, and for that reason was carried
out a descriptive transverse observational study. From 107
patients that went to the Services of Endoscopy of the Uni-
versity Hospitals «<Manuel Ascunce Domenech» and «Amalia
Simoni» 17 completed the approaches for the study. The pa-
tients that had an age between 46 and 60 years constitute the
most representative group, with a light prevalence of the male
sex, the predominant endoscopic diagnosis was the chronic
gastritis and the reflux esophagitis, followed by the duodenal
ulcer and the duodenitis, the culture test was not effective in
most of the cases. Although the endoscopic technique with
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el método de tincidn de cristal violeta es un procedimiento
invasivo, se justifica su utilizacion por la especificidad para
diagnéstico rapido en la infeccion por Helicobacter pylori,
ademas de las ventajas econémicas que ofrece con respecto
a otros métodos de tincién.

Introduccion

L a infeccién por Helicobacter pylori esta am-
pliamente diseminada, su prevalencia a nivel
mundial es de 30 a 50%, presentando variaciones
en todo el planeta. Existe una relacién inversa
entre el grado de infeccidon con esta bacteria y
el nivel socioeconémico de la regién.'® El Helico-
bacter pylori y su potencial patogénico ha sido la
causa de multiples enfermedades del estémago
y duodeno.'*

En Cuba aparece en edades mas tardias que en
otros paises del Tercer Mundo con un bajo nivel
higiénico.® En los paises desarrollados, la infec-
cién por este agente patégeno es poco frecuente
en nifos y aumenta gradualmente en funcién de
la edad, llegando a alcanzar 30% de infestacidn
a los 30 anos de edad, valor que se mantiene
constante hasta edades mayores. En los paises
en desarrollo, la mayor parte de sus habitantes
se encuentran infectados independientemente
de la edad, llegando esta infestacién a valores
cercanos a 70%.¢

El reservorio natural es el estbmago de la
persona infectada, la cual puede permanecer
asintomatica durante afos, instalandose por el
resto de la vida del hombre, pues el sistema
defensivo no se activa con la fuerza requerida
para eliminar la bacteria. La saliva, las heces
fecales y las manos contaminadas del portador
son las fuentes contaminantes de alimentos, agua
y objetos con los cuales se entra en contacto,
trasmitiéndose asi de individuo a individuo. Las
vias mas posibles de transmisién son la oral-oral
y la fecal-oral.” Su relacién con la enfermedad
ulceropéptica ha sido la mas estudiada, pero esta
bacteria también ha sido relacionada con otras

the method of Violet Crystal stain is an invasive procedure its
use is justified by its specificity for the quick diagnosis in the
Helicobacter pylori infection, besides the economic advantages
that it offers in regard to another stain methods.

entidades como el cancer gastrico y las gastritis,
ademas de enfermedades extradigestivas como
linfomas, coronaritis, reflujo gastroesofagico,
anemia ferripriva, deficiencias vitaminicas,
enfermedades de la piel y reumatolégicas. Sin
embargo, muchas de estas asociaciones atn
permanecen sin una demostracién segura, y el
debate para su confirmacién adn continta.®?

La fuerte asociacion existente entre el Helicobac-
ter pylori 'y el cancer gastrico ha permitido que sea
declarado por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) como carcinégeno clase I.'°

Se plantea que el nivel socioeconémico y edu-
cativo junto con la edad, constituyen los factores
de riesgo mas importantes para la adquisicién de
la infeccién por H. pylori."

No existe un método que pueda calificarse de
ideal para diagnosticar la infeccion por Helicobacter
pylori y que retina todas las cualidades necesarias
para afrontar las diferentes situaciones clinicas que
se presentan durante la evolucién de la infeccion.

Entre los métodos de tincién mas utilizados en
la actualidad estan hematoxilina y eosina, Giemsay
Warthin-Starry, asi como las tinciones inmunohis-
toquimicas. Ninguna de las tinciones es especifica
para el Helicobacter pylori.'*

En esta investigacién se ha empleado un nuevo
método de tincién, nunca aplicado en nuestros
medios; un colorante especifico, cristal violeta para
el diagnostico del Helicobacter pylori, con el objetivo
de correlacionar el cultivo microbiolégico con el
dafo histolégico para su diagnéstico. Hasta la fecha
en la provincia no se ha realizado ningin estudio
que demuestre la efectividad de su aplicacién en
el diagnéstico de la bacteria mas extendida a nivel
mundial. Por tal situacién consideramos oportuno
la realizacién de este trabajo.
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Material y métodos

Estudio observacional, descriptivo, de corte trans-
versal.

El universo de estudio lo representaron 107
pacientes que acudieron al Servicio de Endoscopia
de los Hospitales Universitarios «Amalia Simoni» y
«Manuel Ascunce Domenech», a los cuales se les
realizé endoscopia diagndstica del tracto digestivo
superior.

La muestra de investigacién la constituyeron
|7 pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion: Edad mayor de |5 afos; diagndstico
histolégico positivo a la infeccién por Helicobacter
pylori; no haber recibido tratamiento con antimi-
crobianos, omeprazol o derivados del bismuto.
Fueron excluidos los casos con historia clinica que
estuvieran incompletas o que no se encontraran
en el archivo.

A estos pacientes se les realizé la toma de
muestra de aproximadamente 4 mm cada una en
nimero de seis especimenes y se analizé en los
Departamentos de Anatomia Patoldgica y Micro-
biologia. Fue sometida al proceso de inclusién en
parafina y coloracién con los reactivos de cristal
violeta y hematoxilina y eosina, analizada por un
patélogo debidamente adiestrado y por otra parte
se enviaron muestras al Departamento Provincial
de Microbiologia donde se procedié a la realizacién
del cultivo.

Se obtuvo el consentimiento informado de los
pacientes que participaron en el estudio. Todos
los datos obtenidos se manejaron de manera
confidencial.

Las fuentes secundarias de informacién fueron
los informes de biopsias y las historias clinicas (HC).

Las variables estudiadas fueron: grupos de eda-
des, sexo, diagnéstico endoscépico, diagndstico
microbiolégico por cultivo y métodos de tincién
mas empleados para el diagnéstico del H. pylori.

Se utilizé estadistica descriptiva en forma de
frecuencia absoluta y porcentajes. Para conocer la
utilidad del método diagndstico estudiado (cultivo)

en el diagnéstico del H. pylori se calculé el valor de la
sensibilidad, considerando como prueba «estandar
de oro» la biopsia. Para ello se siguié la formulacién
sugerida por Morales Jiménez."

Enfermos con la prueba positiva
Sensibilidad =

Total de enfermos

A mayor sensibilidad y especificidad mayor po-
der discriminatorio tiene la prueba evaluada. Los
datos se procesaron con el programa Microsoft Ex-
cel de Office 2007, con el cual se disefaron tablas.

Resultados

La distribucién de acuerdo a la edad fue la siguiente:
un caso (5.9%) en el grupo de edad de 15 a 30 anos,
seis (35.3%) en el de 31 a 45 anos, nueve (52.9%)
enelde46 260y unoen el grupode 6l a75anos.
Nueve (52.9%) de los pacientes correspondie-
ron al sexo masculino y ocho (47.19%) al femenino.
La distribucién de la muestra segtin el diagnéstico
endoscépico se muestra en el cuadro I. La mayor fre-
cuencia correspondié a sujetos con gastritis crénica.
Doce (70.6%) pacientes resultados negativos al
Helicobacter pylori en el estudio microbiolégico por
cultivo y cinco (29.4%) fueron positivos.
Hubo coincidencia entre el método histolégico
y el microbiolégico por cultivo en cinco (29.4%)
casos y 12 (70.6%) no coincidieron. De acuerdo
con esto, la sensibilidad fue de 0.29. El costo eco-
némico por tincién se muestra en el cuadro II.

Cuadro l. Distribucién de la muestra segin el diagnéstico
endoscépico.

Diagnéstico n %

Gastritis crénica 9 529
Ulcera duodenal 2 11.8
Duodenitis 2 11.8
Ulcera gastrica I 5.9
Esofagitis de reflujo 3 17.6
Total 17 100
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Cuadro Il. Distribucién de las tinciones mas utilizadas
para el diagnéstico del Helicobacter pylori seglin su costo
econdémico (en ddlares americanos). Costo estimado por

cada 100 tinciones.

Tincién Costo
Warthin-Starry 5,164.00
Hematoxilina y eosina 31.64
Gram 3.55
PAS 25 GR 2.33
Cristal violeta 0.71
Discusiodn

La infeccién por Helicobacter pylori esta amplia-
mente diseminada, su prevalencia a nivel mundial
es de 30 a 50%, presentando variaciones en todo
el planeta, lo que en gran medida depende del
estandar global de vida en cada regién. Existe
una relacién inversa entre el grado de infeccién
con esta bacteria y el nivel socioeconémico de la
regién. En los paises desarrollados, la infeccién por
este agente patégeno es poco frecuente en nifios,
pero aumenta gradualmente en funcién de la edad,
llegando a alcanzar niveles de 30% de infestacion
a los 30 afos de edad, valor que se mantiene
constante hasta edades mayores. En los paises
en desarrollo, la mayor parte de sus habitantes
se encuentran infectados, independientemente
de la edad, llegando esta infestacién a valores
cercanos a 70%."

En la muestra estudiada se encontré una alta
incidencia en los pacientes mayores de 45 afios de
edad, observandose una mayor incidencia en los
grupos de 31 a45 y de 46 a 60 afnos, coincidiendo
con la literatura revisada.'2'*'¢

En Cuba sucede en edades mas tardias que
en otros paises del Tercer Mundo con un bajo
nivel higiénico.'® En zonas en desarrollo, 80% de
la poblacién puede estar infectada al cumplir 20
anos, en tanto que la prevalencia es de 20 a 50%
en paises industrializados. El indice de infeccién
por Helicobacter pylori en paises industrializados

ha disminuido en grado sustancial en los decenios
recientes.

Dos factores que predisponen a indices mayores
de colonizacién son el estatus socioeconémico y
los niveles educativo bajos. "

En el grupo estudiado no se encontraron dife-
rencias significativas en relacién al sexo, aunque
hubo ligero predominio del género masculino.
Diferentes reportes en la literatura reflejan ausencia
de diferencias entre sexos.'8%

Gonzalez-Carvajal y otros investigadores plan-
tean que el sexo no parece ser una cuestién impor-
tante en relacién con la prevalencia de la infeccién.
Dos estudios difieren ligeramente al encontrar
un discreto predominio de la infeccién en el sexo
femenino y el otro en el sexo masculino, pero sin
existir asociacién estadistica significativa entre sexo
y presencia de Helicobacter pylori.'?'

Varios estudios recientes se focalizan en la
influencia del género en la prevalencia de Helico-
bacter pylori. En un gran meta-analisis que incluye
I8 poblaciones adultas y 10 pediatricas, Martel y
Parsonnet observaron como fenémeno global y
homogéneo un predominio de enfermos del sexo
masculino en adultos. Sin embargo, un influjo similar
no es encontrado en ninos. Los autores plantean la
hipétesis que las diferencias en la exposicion a anti-
biéticos o en la inmunidad protectora entre sexos
pudieran explicar los resultados en las dos poblacio-
nes.?2 Un predominio de infeccién por Helicobacter
pylori, en el citado sexo fue también encontrado en
dos estudios: uno realizado en Hyderabad, Sur de
la India, por Ahmed y colaboradores; y el otro en
una comunidad al Oeste de Groenlandia.?***

En cuanto al diagnéstico endoscédpico, se obser-
va un elevado porcentaje de gastritis, esofagitis de
reflujo, Ulceras duodenales y duodenitis, que son
cifras que se asemejan a las estadisticas mundiales
donde se puede apreciar la alta frecuencia de gastri-
tis y enfermedad ulceropéptica en la poblacién.?’-??
La coincidencia entre el diagnéstico endoscédpico
y la aparicién del germen en el grupo de pacientes
con gastritis crénica fue similar a la registrada por
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otros autores Y la tasa de infeccién por Helicobac-
ter pylori entre los pacientes portadores de una
Ulcera duodenal es similar a la encontrada en otras
series.’**? La cantidad encontrada en las duodeni-
tis, las cuales generalmente son parasitarias por
Giardia lamblia, se debe a que el germen se asocia
a la misma en una metaplasia gastrica, lo que seria
premonitorio de una Glcera duodenal y, en ocasio-
nes, juega un papel causal directo o indirecto en la
produccién de la lesién duodenal.*®

Durante la década de los 80, la infeccién por
Helicobacter pylori fue encontrada en mas de 90%
de los pacientes con Ulcera duodenal, y 70%
padecian de Ulcera gastrica. La declinacién de la
prevalencia e incidencia en paises desarrollados
es paralela a la disminucién de la presencia de H.
pylori, especialmente dentro de la poblacién con
alta incidencia. Solamente la erradicacién del H.
pylori es efectiva para la curacién de la enfermedad
ulceropéptica.?**

La colonizacién de la mucosa gastrica por
Helicobacter pylori induce invariablemente una
reaccién inflamatoria de caracter agudo y difuso
en cuerpo y antro. Este infiltrado inflamatorio
puede ocupar toda la superficie de la mucosa y
la zona foveolar, pero no afecta la zona glandular.
En la progresién de la inflamacién, el infiltrado
inflamatorio se extiende a toda la profundidad de
la mucosa llegando a formar foliculos linfoides. No
es infrecuente observar disminucion de la capa
de moco y aparicién de erosiones en el epitelio
superficial.’¢ Para el diagnéstico histolégico de
Helicobacter pylori se ha comenzado a utilizar
el cristal violeta, corroborado por la tincién de
hematoxilina y eosina, el cual ha resultado muy
eficaz para su diagndstico, con altos porcentajes
de coincidencia comparado con otros métodos
clasicos.*”

Entre los métodos de tincién mas utilizados en
la actualidad estan la tincién con hematoxilina y
eosina, Giemsa y Warthin- Starry, aunque también
se han empleado las tinciones inmunohistoquimi-
cas. Ninguna de las tinciones es especifica para

Helicobacter pylori, pero permiten identificarlo
reconociendo sus caracteristicas y localizacién.
Debido al elevado costo de la aplicacién de técni-
cas histolégicas se ha sugerido que esta técnica no
debe emplearse en forma rutinaria, reservandose
solo para los casos en que el test rapido de ureasa
(menos costoso) fuera negativo.’®* Sin embargo,
la propuesta que se intenta afianzar en este estudio
es una tincién mucho mas econémica y que pro-
porciona diagnésticos de tipo mistico, acuciosos
Yy seguros.

La tincion de plata de Warthin-Starry, utilizada
habitualmente, es relativamente complicada de
realizar, laboriosa y tiene un elevado costo. Ello
hace que no se utilice como técnica de rutina,
reservandose para aquellos casos en que existan
dudas diagnésticas.*

La tincién con hematoxilina-eosina es la mas
utilizada. Su principal ventaja consiste en que
permite el diagnédstico y la graduacién de la lesién
histolégica asociada; tiene como inconveniente
que requiere una experiencia superior a la de otras
técnicas para establecer un correcto diagndstico en
la presencia del Helicobacter pylori. Tiene, ademas,
la desventaja que debe existir una alta densidad de
colonias bacterianas para que sea posible reconocer
el microorganismo, el cual queda tefiido débilmen-
te y puede confundirse con productos celulares
y moco.* Por estas razones, algunos patélogos
recomiendan realizar siempre una tincién especial
ademas de hematoxilina y eosina.

Se han propuesto otras técnicas con diferentes
resultados, como la tincién con naranja de acridi-
na, la de Brown-Hopps, la coloracién de Giménez,
el acetato de crisil violeta o la tincién con azul de
metileno, entre otras. Por (ltimo, se han estudiado
técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluo-
rescencia, utilizando anticuerpos monoclonales o
policlonales frente a Helicobacter pylori.**

La técnica de tincion del cristal violeta es uti-
lizada de rutina en el Departamento Provincial
de Microbiologia para el diagnéstico del Campy-
lobacter yeyuni. Con base en esa experiencia se
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intenté aplicarla al Helicobacter pylori, donde se
obtuvieron resultados muy seguros comparados
con la técnica de hematoxilina y eosina, utilizan-
dola tanto en frotis microbiolégicos como en
tincién histolégica.

Para lograr el aislamiento de Helicobacter pylori
se han utilizado diferentes medios de cultivo,
selectivos y no selectivos. Entre los numerosos
medios que se han utilizado para el aislamiento de
la bacteria se encuentran diferentes formulaciones
de agar base, como infusién de cerebro corazén,
Columbia, Brucella, Miiller-Hinton y GC-agar,
suplementados con 5-10% de sangre de carnero
o caballo y otros suplementos como hemoglobina,
isovitalex, ciclodextriana, etcétera.®’

Para evitar el sobrecrecimiento bacteriano,
relativamente frecuente, tanto por contaminantes
exdgenos como enddgenos presentes en la muestra
de biopsia, se recomienda la utilizacién de medios
de cultivo selectivos, como el de Skirrow, que ana-
den al medio nutritivo un suplemento antibiético.*

En el presente estudio se comprobé que el
cultivo del germen no constituye un método
eficaz en nuestro medio, ya que sélo fueron po-
sitivos cinco (29.4%) casos, mientras que los 12
(70.6%) restantes resultaron negativos. Puede
considerarse como un método tedioso e incluso
de dificil realizacién, puesto que H. pylori es un
microorganismo exigente en cuanto a sus condi-
ciones de cultivo y requiere suplementos para su
crecimiento, como sangre de carnero o caballo
o suero fetal bovino, un periodo de incubacién
extraordinariamente prolongado (de 7 a 10 dias
a 35 °C) comparado con el resto de las bacterias
Gram negativas.* 4

La muestra mas habitual para el cultivo de H.
pylori es la biopsia a partir de mucosa gastrica. El
microorganismo se encuentra predominantemente
en la parte antral del estémago, excepto en indi-
viduos tratados con inhibidores de la bomba de
protones y antihistaminicos anti-H2, en los que se
encuentran densidades mas grandes en el cuerpo.
Al ser un microorganismo labil, el procesamiento

de la muestra debe realizarse de una forma rapida
una vez que ésta ha sido obtenida.*®

El cultivo tiene ademas el inconveniente de que
la obtencién de la muestra es mediante un proce-
dimiento invasivo y, por tanto, no son aplicables a
portadores sanos. Adicionalmente, representan el
resultado local de la muestra del estémago utilizada
y no de todo el érgano, por lo que es susceptible
de mostrar falsos negativos.*’

Como se planteé anteriormente, el cultivo en
nuestro medio no se considera como una prue-
ba confiable para el diagnéstico del Helicobacter
pylori, ya que, ademas de los inconvenientes que
presenta, estd el hecho de lo dificultoso que resulta
adquirir todos los recursos requeridos y crear las
condiciones adecuadas para su proliferacién en el
laboratorio. En el presente estudio, este método
obtuvo una sensibilidad de 0.29.

En la practica clinica no es necesaria la realizacién
rutinaria del cultivo antes de la administracién de
un primer tratamiento erradicador, puesto que con
el tratamiento empirico, sin conocer las resisten-
cias bacterianas mediante el cultivo, se obtiene la
erradicacién de Helicobacter pylori en un elevado
porcentaje de pacientes.>

El cultivo estaria mas claramente indicado tras un
fracaso erradicador; si bien parece recomendable
emplearlo en algunos centros especializados para
conocer la prevalencia de resistencias y su evolu-
cién con el paso del tiempo, asi como la influencia
de la resistencia en la eficacia terapéutica.”'

Recientemente se ha propuesto un nuevo
método diagnéstico con capacidad de demostrar
directamente la presencia de Helicobacter pylori sin
necesidad de realizar una endoscopia, el denomina-
do «enterotest» o «prueba del hilo», que permite
la realizacién de antibiogramas en las muestras
obtenidas. Esta técnica, aunque potencialmente
util en algunas circunstancias, debe ser mas am-
pliamente validada antes de poder recomendarla
definitivamente.>?

El método considerado en la actualidad como el
estandar de oro es la prueba del aliento, que utiliza
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urea marcada con |13C 6 14C. A diferencia de otros
métodos, un resultado positivo con la prueba del
aliento es confirmatorio de contaminacién.* El
Laboratorio de Radioisétopos de la Universidad
de Buenos Aires ha propuesto una modificacién
de este método, con la cual se suministra conjunta-
mente una solucién de urea marcada con 14Cy un
coloide de 99mTc que no se absorbe en el aparato
digestivo. Este coloide posibilita la visualizacién de
la solucién de urea dentro del aparato digestivo
mediante la utilizacién de una camara gamma, lo
cual permite localizar exactamente el sitio donde
se esta produciendo el 14CO, como consecuencia
de la hidrdlisis de la urea por Helicobacter pylori.
Esta combinacién de la prueba del aliento con
[4C-urea y la visualizacién del desplazamiento
intragastrico de la solucién de urea-14C permitié
elevar la sensibilidad del método a 98% vy la espe-
cificidad a 96%.%*

La coloracién de Warthin-Starry tiene un costo
de 51.64 ddlares americanos (USD) por caso, lade
hematoxilinay eosina 0.31 y el PAS 0.02; mientras
que el cristal violeta sélo cuesta 0.007 | por mues-
tra, lo que significa una mayor utilidad econémica
sobre los otros medios diagnésticos.

El promedio de endoscopias en el Hospital
Amalia Simoni es de 2,160 anuales. El realizar el
diagnéstico de Helicobacter pylori a cada paciente
por este método sélo representaria un gasto de
15.36 USD; si se usara el método de hematoxilina
y eosina el gasto seria de 669.60, por lo que el
método propuesto aportaria un ahorro franco de
654.24 USD; pero si se compara con el método de
Warthin-Starry, el cual representaria un gasto de
I11,542.40, el ahorro al aplicar la técnica propuesta
seriade |11,527.04 USD.

Conclusion
La técnica de tincién cristal violeta proporciona

especificidad diagnéstica, facilitando la efectividad
terapéutica con un minimo de costos.
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